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びヒト胎児腎由来293細胞(ATCC CRL-1573)はATCC (American Type Cu一ture Collectjon,




である(1 7) ｡ MLEC-PAl/LuC細胞は東北大学加齢医学研究所腫癌循環研究分野の安部まゆみ






したく19. 20) (Fig. 1)｡ヒトデコリンcDNAはBurnam lnstitute, La Jolla Cancer Centerの山口祐博
士より供与された｡ヒトデコリンCDNAを, cMVプロモーター(21)を含むシャトルベクター･プラス
ミド(PCMV-SV2つ(22)に組み込み,これとEIAおよびE3領域を除く5型アデノウイルスゲノムを
含むプラスミド(pJM1 7)(23)を. 293細胞にリン酸カルシウム法(cafcium phosphate transductjon
SyStem, GIBCO BRL, Grand kland, NY)にてco-レansfection L.相同組換えにより非増殖型アデノ
ウイルスベクターを作製した｡次いでプラーク法により純化後.塩化セシウム密度勾配法にてウイ
ルス液を精製し実験に使用した｡ウイルス液の力価は. 293細胞を使用したプラーク･アツセイにて




I '培養A549細胞に,無血清DMEMに培地交換後, AdCMV.DC(10 multjplicity ofinfectjon lMOl])
を感染させた｡ 2日後に細胞を回収し, RNA抽出用試薬kogen (ニッポンジーン.東京)を使用し,
Acid guanidine phenol ch一oroform (AGPC)法(24)にてtotal RNAを抽出した｡また, C57BL/6マウ
スにAdCMV.DCを経気道的または経静脈的に投与し, 3日後の摘出肺および肝臓のホモジネート
より同方法にてtotal RNAを抽出した｡
各サンプル由来の20〟 gのtotal RNAを, 2%ホルムアルデヒド/1%アガロースゲルで電気泳動後,
ナイロンメンブレンにトランスファーした｡ uvクロスリンカーGS GENE LtNKERTM uv CHAMBER
(Bio⊥Rad. Hercules, CA)にてク｡スリング後, 【 α -32p] dCTP (ArTlerSham Life Science.
Buckinghamshire, UK)にて標識したデコリンcDNAプローブとハイブリダイズを行なった｡デコリン
cDNAプローブの標識にはRandom Prhers DNA Labeling System (Life Technologies, Rockvilte,






培養A549細胞およびcos-7細胞に.段階希釈したAdCMV.DC (10 MOl)を感染させ, 20時
間後に無血清DMEMに交換し,さらに40時間インキュベ-トした｡この培養上清を採取し,デコリ
ンの側鎖を外すために.コンドロイテナーゼABC(生化学工業,東京)にて37℃で90分消化し(25),
メルカプトエタノール含有sample Buffer (和光純薬,大阪)にて溶解し, 95℃で5分熟処理後. lo≠
トリスーグリシンゲル(Novex. Sam Diego, CA)にて電気泳動し, poly vinilidem dif)uoride (PVDF)メン
ブレンにトランスファーした｡電気泳動およびトランスファーにはXceH ltTM Min卜Cell (Nove東)を使用
した｡メンブレンを10%BSA/PBSにてブロッキング後, 500倍希釈した1次抗体と室温で1時間反
‥応させた｡洗浄後2000倍希釈したアルカリフオスフアターゼ標識2次抗体と室温で30分反応させ.





スプアターゼ標識ヤギ抗マウスlg G (H+L) (Promega, Madison, Wl)杏,抗ペプチドポリクローナル抗
体に対してはアルカリフオスフアターゼ標識ヤギ抗ウサギlg G (Fc) (Promega)を使用した｡対照と
してDMEMにて希釈したウシデコリン(Sigma Chemicals, St. Louis, MO)を使用した｡
ルシフェラーゼ･アツセイ
MLEC-PAT/Luc細胞を96穴プレートに培養し(2.5 × 104 cells/we"),培養上溝を吸引後, 0.1%
ウシ血清アルブミン(BSA)含有DMEMにて段階希釈したリコンビナント･ヒトTGF-β 1仙TGF-β
1) (R&D systems, Minneapo一is, MN),および段階希釈したウシデコリンを同時に加え, 14時間イン
キュベート後,ルシフェラーゼの発現レベルを, Luciferase Assay System (Promega. Madison, Wl)
およびルミノメーター(AB-210. ATTO,東京)を用いて測定した｡
/n tlitro肺癌細胞株の増殖抑制
^549細胞を96ウエルプレートに培養し(1 × 103 cell /well)､ 24時間後にAdCMV.NK4 (20 MOt)
とコントロールベクターとしてAdCMV.Null (20 MOI)を感染させ24時間毎に96時間目まで細胞活
性をce‖ viability assay (AIamarBIue, Biosource lntemationaI. Camar日0, CA)用い測定した｡
/n vT'vo抗腫癌効果
A549 (1xlO7個)を7-8週齢Balb/Cヌードマウスに皮下移埴し､各4匹ずつに3群に分け､腫癌










































































使用したデコリンのTGF-βへの親和性(Kd 1.5× 10~9M (1))は,内在性TGF-β Ⅱ型受容体(Kd5
-30× 10~12M (5))に比べ低い｡デコリンおよびTGFβ可溶性受容体の抗TGF-β活性を,直接比
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E3領域が欠損している. CMVプロモーター,ヒト･デコリンのcDNA, SV40 polyadenylation signal
を含む.
Fig. 2 AdCMV.DCによるデコリンの発現









rhTGF-β 1の転写活性は部分的に抑制され(●), 100JL g/mlのデコリンの存在下では. rhTGF-β
1による転写活性はほぼ完全に抑制されたく■).各値n=4で.平均値±標準誤差を示した･ *印は
デコリンを加えないサンプルに比べ,有意差あり(P<0.05).
Fig. 4 /n vitylDにおける肺癌細胞株の増殖抑制
A549細胞を96ウ工ルプレートに培養しく1 X 103 cell /we帆24時間後にAdCMV･NK4 (20 MOl)と
コントロールベクターとしてAdCMV.NuJl (20 MOI)を感染させ24時間毎に96時間目まで細胞活
性をceJI viabi一ity assay用い測定した｡ AdCMV.DCはA549肺癌細胞株の細胞増殖曲線には全く
影響を与えず､非感染群､ AdCMV:NuH感染群と同様の増殖を示した｡
Fig. 5 /n vivoにおける抗腫癌効果
A549 (1xlO7個)を7-8遇齢Balb/Cヌードマウスに皮下移埴し､腫癌が樹立した後2遇以内に2
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